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1.1   Povijest otkrića humanog papiloma virusa (HPV) 
 
U 19. stoljeću Rigorni‐Strern proučavao je smrtne listove žena u Veroni te uočio 
učestalu pojavu raka vrata maternice u udanih žena, udovica i prostitutki, ali vrlo rijetku 
pojavu iste bolesti u djevica i časnih sestara, stoga je zaključio da je za razvoj te bolesti 
odgovoran  uzročnik  koji  se  prenosi  spolnim  kontaktom.  Tek  kasnih  1960‐ih  je 
pretpostavljeno  virusno  porijeklo  te  bolesti,  a  1970‐ih  otkriven  je  i  uzročnik,  humani 
papiloma virus (HPV).  
Godine  1965.  je  prvi  put  uočen  i  opisan  genetički  materijal  HPV‐a  (Crawford, 
1965).  Ranih  1970‐ih  uočena  je  velika  raznolikost  Papilomavirusa  (PV)  na  temelju 
razlika antigena genitalnih  i kožnih bradavica (Almeida  i sur.  1969), a hibridizacijskim 
istraživanjima zur Hansen i sur. potvrdili su uočenu heterogenost tih virusa (zur Hansen 
i sur. 1974a;  zur Hansen i sur. 1974b). 
Za  daljnji  tijek  istraživanja HPV‐a  vrlo  je  bitno  uočavanje  povezanosti  infekcije 
virusom i pojave raka vrata maternice. To  je prvi put uspješno povezano 1972. godine 
nakon što nisu uspjeli povezati Herpes simplex virus tip 2 sa rakom vrata maternice (zur 
Hansen i sur., 1974b). Slijedio je nagli razvoj  istraživanja HPV‐a koji  je 1982. doveo do 
izoliranja genoma HPV  tipa 6  iz  spolne bradavice  (Gissman  i  zur Hausen, 1980)  i HPV 
tipa 11 iz laringealnog papiloma čovjeka (Gissman i sur., 1982). Nakon brojnih dokaza o 
heterogenosti Papilomavirusa uslijedila su istraživanja za izoliranje novih tipova virusa 
iz  uzoraka  raka  vrata maternice. Već  sljedeće  godine hibridizacijom  sa HPV  tipom 11, 
koji je služio kao proba, otkriven je novi tip HPV virusa, HPV tip 16 (Dürst i sur., 1983). 
Ubrzo  nakon  njega  pronađen  je  i  HPV  tip  18  okarakteriziran  u  staničnoj  kulturi 
uzgojenoj iz uzorka raka vrata maternice (Boshart i sur., 1984). 
Istraživanja koja su uslijedila bila su ponajviše usmjerena na mehanizme njihove 
onkogeničnosti. Otkriveni su virusni proteini i njihova uloga, ponajprije E6 i E7 proteini, 
a  uočena  je  i  delecija  u  virusnom  genomu  prilikom  integracije  u  genom  domaćina 
(Schwarz  i  sur., 1985). Uloga E6  i njegova  interakcija sa p53 (Werness  i  sur., 1990)  te 
uloga  E7  u  interakciji  sa  pRB  staničnim  proteinom  (Dyson  i  sur.,  1992)  dala  je 
objašnjenje za karcinogenezu raka vrata maternice premda detalji još nisu bili poznati. 
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Usporedno sa otkrićem HPV‐a išlo je i otkrivanje uloge HPV‐a u nekih oblika raka. 
Ponajviše se to odnosi na rak vrata maternice za koji  je uočena iznimna povezanost sa 
HPV  infekcijom.  Široke  epidemiološke  studije  pokazuju  da  je  u  čak  99%  žena  koje  su 
oboljele  od  tog  oblika  raka  dokazana  prisutnost  HPV  infekcije,  a  u  97%  tih  slučajeva 
dokazana je prisutnost HPV tipa 16, 18, 31, 33 ili 45 (Clifford i sur., 2003; Walboomers i 
sur.  1999),  od  čega  je  HPV  tip  16  odgovoran  za  50%,  a HPV  tip  18  za  20%  slučajeva 
(Muñoz i sur., 2003; Smith  i sur., 2007; Ghittoni  i sur., 2010). HPV tipovi koji  inficiraju 
sluznicu prilikom inficiranja vrata maternice najčešće ciljaju zonu transformacije između 
ektocervikalnih pločastih i endocervikalnih kolumnarnih stanica stoga što su stanice na 
tom mjestu vrlo podložne promjenama  tijekom života  žene. Većina  zaraza HPV‐om ne 
dovodi  do  citoloških  promjena  zaraženih  stanica  niti  do  pojave  raka,  već  tu  zarazu 
suzbije  imunološki  sustav  najčešće  tijekom  6  do  12  mjeseci.  Ukoliko  zaraza  potraje 
razvijaju se citološke promjene na zaraženom tkivu (CIN, od engl. Cervical Intraepithelial 
Neoplasia) koje može  ili nestati spontanom regresijom ili se razviti u  teže promjene  ili 
invazivni  rak  vrata  maternice.  Rizik  se  povećava  ukoliko  je  tijelo  izloženo  dodatnim 
vanjskim  ili  unutarnjim  kancerogenim  čimbenicima.  Ti  čimbenici  su:  pušenje,  spolne 
navike, oralna kontracepcija, roditeljstvo te genetska predodređenost (Jones i sur., 1990; 
Magnusson i sur., 1999; Moreno i sur., 1995; Muñoz i sur., 2002; Schiffman i sur., 1987).  
Za dokazivanje prisutnosti HPV‐a bitno  je da  zaražena  stanica domaćina  sadrži 
barem jedan virusni genom, a za održavanje promijenjenog fenotipa bitno je da su E6 i 
E7 virusni geni konstantno eksprimirani. To je ujedno preduvjet za nastanak raka vrata 
maternice. 
Prevencija  je  iznimno  bitna  pošto  će  čak  80%  svjetske  populacije  žena  biti 
izloženo  nekom  tipu  HPV‐a  prije  nego  dosegnu  50  godina  života.  Otkada  se  u 
ginekološku praksu uveo proces probira (ranog otkrivanja bolesti u zdravoj populaciji), 
pojava raka vrata maternice smanjila se za čitavih 70% u zemljama gdje se to sustavno 
provodi u sklopu organiziranih programa probira (Grce, 2009).  
Sva istraživanja kulminirala su nedavnim razvojem cjepiva protiv najonkogenijih 
tipova HPV‐a, što je od iznimne važnosti pošto je rak vrata maternice drugi najučestaliji 
oblik raka kod žena, a većina tog oblika raka uzrokovana je infekcijom sa virusom HPV‐a 
(Grce, 2009). 
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1.2   Obitelj papiloma virus (PV) 
 
Papilomavirus  čovjeka  (PV,  od  engl.  Papillomavirus)  pripada  heterogenoj  grupi 
virusa  iz  obitelji  Papillomaviridae  (Bernard  i  sur.  2010).  Papilomavirusi  (PV)  su  vrlo 
raširena skupina virusa koju čine 189 PV grupiranih u 29 rodova ljudskog porijekla (120 
tipova)  te  ostalih  sisavaca  (64  tipa),  ptica  (3  tipa)  i  gmazova  (2  tipa).  PV  zaražavaju 
epitelne  stanice  kože  i  sluznice  što  može  uzrokovati  različite  neoplazme  ili  ostati  u 
stanici potpuno asimptomatski dugi niz godina.  
PV  su  klasificirani  prema  vrsti  koju  zaražavaju  npr.  BPV  (od  engl.  Bovine 
papillomavirus)  te unutar  tih skupina prema srodnosti s DNA papilomavirsa  iste vrste. 
Sličnost na razini DNA se određuje prema slijedu nukleotida koji kodiraju za gen L1 te je 
potrebna  sličnost  u  90%  ili  više  da  bi  se  virus  smatrao  istim  tipom  (de  Villiers  i  sur., 
2004).  
HPV  možemo  podijeliti  prema  njihovom  karcinogenom  potencijalu,  odnosno 
stupnju rizika razvoja karcinoma (Tablica 1). HPV visokog rizika većinom se pojavljuje 
u  zloćudnim  oštećenjima  epitela,  karcinomima  i  displazijama  visokog  stupnja,  a  HPV 
niskog  rizika  ponajviše  se  nalaze  u  dobroćudnim oštećenjima  epitela  poput  genitalnih 
bradavica (Muñoz i sur., 2003). Virusi visokog rizika svoju DNA često ugrađuju u genom 
domaćina što dovodi do pojačane ekspresije E6 i E7 virusnih onkogena. 
 
 
Tablica 1. Podjela virusnih HPV tipova prema njihovom karcinogenom potencijalu 
(prema Muñoz i sur., 2003)  
 
HPV visokog rizika  16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 i 82 
HPV potencijalno kacinogeni  26, 53 i 66 
HPV niskog rizika  6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 i CP6108 
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HPV  je  virus  čiji  se  genetski  materijal  sastoji  od  kružne  dvolančane  DNA  
(c  dsDNA,  od  engl.  cilcular double  stranded DNA)  veličine  otprilike  8.000  parova  baza 
(bp,  od  engl.  base  pair)  koja  kodira  za  najčešće  8  gena  te  ima  ikozaedersku  kapsidu. 
Otkriveno  je  120  tipova  HPV‐a  za  koje  je  poznat  čitav  slijed  nikleotida  ali  postoje 
smjernice  za  postojanje  još  mnogo  drugih  tipova  koji  tek  trebaju  biti  dokazani. 
Filogenetsko stablo papilomavirusa je dizajnirano na temelju sličnosti u sekvenci za L1 
gen te ih dijelimo u rodove Alfa, Beta, Gama, Rho, Mu, Nu i dr. (Slika 1). 
 
 
 
 
 
Slika 1. Filogenetsko stablo papiloma virusa (prema Bernard i sur., 2010) 
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1.3   Humani papiloma virus (HPV) tip 16 
  
HPV tip 16 spada u rod Alfa‐PV kao i HPV 2, HPV 6, HPV 31, HPV 33 i dr. HPV 16 
koji je najučestaliji, također je i najonkogeniji tip među svim poznatim tipovima Alfa‐PV‐
a. HPV tipovi 16, 18, 31, 33 i 45 su svi zajedno povezani sa više od 97% slučajeva raka 
vrata maternice (Clifford i sur., 2003; Walboomers i sur., 1999) među kojima prednjači 
HPV 16 koji je detektiran u čak 50% svih slučajeva raka vrata maternice (Ghittoni i sur., 
2010).  
HPV tip 16 najčešće je prisutan u sluznicama spolnog sustava te se smatra spolno 
prenosivom infekcijom, najčešće je dokazan kod raka vrata maternice, ali i kod analnog 
raka,  raka  stidnice  i  penisa.  Nadalje,  može  inficirati  i  sluznice  dišnog  sustava  te  se 
pojavljuje i u 25% raka glave ili vrata (zur Hausen, 2009). 
 
1.3.1  Organizacija genoma HPV 16  
 
HPV  je  mali  virus  promjera  52‐55  nm  bez  lipoproteinske  ovojnice  (Howley, 
1990)  te  veličine  genoma  od  8.000  pb  (Slika  2).  Obavijen  je  kapsidom  (proteinskim 
omotačem)  koji  je  ikozaedralne  simetrije  i  sastoji  se  od  72  kapsomere  a  sastoji  se  od 
dvije proteinske podjedinice, velike koja čini čak 80% proteina virusa (Mr 55 kd) te male 
(Mr 70 kd). Na kapsidi nalazimo tipsko i vrsnospecifične antigenske determinante. 
 
         
 
Slika 2. Shematski prikaz virusne čestice humanog papiloma virusa  
(preuzeto sa http://codingnews.inhealthcare.com/files/2010/06/hpv.jpg) 
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DNA HPV‐a veličine 5,2 x 106 daltona u interakciji sa staničnim histonima stvara 
komplekse  slične  kromatinu  te  se  umnožava  u  jezgri  stanica  domaćina.  HPV  16  je 
sekvenciran  te  je  poznata  organizacija  njegovog  genoma  (Slika  3).  Svi  tipovi  HPV‐a 
sadrže  barem  8  ili  9  otvorenih  okvira  čitanja  (ORF,  od  engl. Open Reading  Frame)  na 
jednom lancu DNA. To je ujedno jedini lanac koji se prepisuje i od kojeg se stvara mRNA. 
Genom  se  može  podijeliti  u  3  regije  koje  su  podijeljene  s  obzirom  na  ranu  ili 
kasnu ekspresiju u stanici domaćina (Slika 3).  
Postoje: 
? Kodirajuća regija sa ranim genima (E1, E2, E4, E5, E6 i E7; duljine oko 4,5 kb) 
? Kodirajuća regija sa kasnim genima (L1, kodira veliku podjedinicu i L2 kodira 
malu podjedinicu kapside; zajedno duljine oko 2,5 kb) 
? Nekodirajuća regija (LCR, od engl., Long Control Region; duljine oko 1 kb) 
 
 
 
     
Slika 3. Organizacija genoma HPV 16  
(preuzeto sa www.microbiologybytes.com/virology/Papillomaviruses.html) 
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  LCR regija se nalazi u genomu između dva otvorena okvira čitanja, L1 i E6, ne daje 
proteinski  produkt  te  sadrži  većinom  regulatorne  elemente  koji  su  uključeni  u 
umnožavanje  i prepisivanje virusne DNA. Osim toga LCR sadrži  i  jedan od dva virusna 
promotora,  tu  se nalazi  ishodište  za  replikaciju  virusnih  ranih  gena P97,  dok  je  drugo 
ishodište  za  replikaciju  kasnih  gena  smješten  pri  kraju  E7  gena.  Ostale  dvije  regije 
kodiraju  za  proteine,  E  (engl.  Early)  regija  kodira  za  proteine  koji  su  potrebni  za 
umnožavanje  i  prepisivanje,  a  L  (engl.  Late)  regija  kodira  za  proteine  za  virusni 
proteinski omotač. 
Umnožavanje  DNA  i  prijepis  kasnih  gena  događa  se  samo  u  diferenciranim 
stanicama, a rani geni se prepisuju i u proliferirajućim stanicama. 
 
1.3.2   Genski produkti HPV 16 
 
Od 3 regije prisutne na genomu HPV tipa 16 dvije od njih kodiraju za proteine te 
daju  proteinske  produkte,  to  su  regije  E  i  L.  Rana  regija  kodira  za  6  proteina  i  oni  su 
važni u  regulaciji  transkripcije,  replikacije  i postizanju onkogeničnosti virusa, dok L1  i 
L2 proteini zajedno izgrađuju kapsidu koja obavija virus (Ghittoni i sur., 2010).   
Rana,  E  regija,  kodira  za  proteine  koji  su  potrebni  pri  osnovnim  procesima 
povezanim uz virusno preživljenje u stanici domaćinu. E1 protein iznimno je važan jer se 
nakon  fosforilacije veže na ori mjesto koje označava  ishodište  replikacije  i nužan  je  za 
replikaciju. Funkcionalno E1 je ATP‐aza te se na njega nakon vezanja na ori mjesto veže i 
E2 protein (Ghittoni i sur., 2010). 
E2  protein  ima  regulatornu  ulogu  i  sadrži  vrlo  konzerviranu  regiju  koja  je 
zajednička većini papilomavirusa te gradi dimere. Kao dimer E2 protein odlazi do LCR 
domene gdje  se veže na palindromski  slijed  i  sudjeluje u kontroli procesa  replikacije  i 
translacije DNA. Nakon vezanja dimer može djelovati kao aktivator ili inhibitor procesa 
(Ghittoni i sur., 2010). 
E4 protein  ima ulogu u destabilizaciji  citokeratinske mreže te  u kasnijem dijelu 
ciklusa  pomaže  u  oslobađanju  virusne  čestice  iz  stanice  (Ghittoni  i  sur.,  2010).  E5 
protein se nalazi u staničnoj membrani i pomaže u prijenosu signala za čimbenike rasta 
(Ghittoni i sur., 2010). 
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Kod  visokorizičnih  HPV  tipova  16  i  18,  E2  protein  djeluje  kao  inhibitor 
promotora za E6  i E7 gene  i na  taj način zaustavlja njihovu  translaciju. Kod ulaska  tih 
tipova HPV‐a u stanicu oni se mogu ugraditi u području okvira čitanja E1 i E2 gena što 
može poremetiti njihovu funkciju. To utječe na regulaciju aktivnosti kod E6 i E7 gena te 
je prisutna konstitutivna transkripcija  tih gena. HPV virusi ne ugrađuju se na  jednom i 
točno određenom mjestu u genom domaćina već na bilo koje mjesto u genomu domaćina 
koje je relativno nestabilno i podložno lomovima (Ghittoni i sur., 2010).   
E6 i E7 su glavni onkoproteini te su odgovorni za niz procesa koji tjeraju stanicu 
na  izbjegavanje  apoptoze  i  ignoriranje  oštećenja  (Slika  4)  (Ghittoni  i  sur.,  2010).  E6 
protein  se  veže  na  stanični  tumor  supresor  protein  p53  te  ga  time  inaktivira  i 
onemogućuje  detekciju  oštećenja DNA.  E6  visokorizičnih HPV‐a  ga  ujedno  razgrađuje. 
Istovremeno  E7  protein  se  veže  za  stanični  protein  pRb  te  tjera  stanicu  u  konstantne 
diobe. 
 
 
normalni 
epitel CIN I/II CIN III karcinom
Kromosomalna
nestabilnost
aktivacija 
onkoproteina i/ili 
neutralizacija tumor 
supresora
ugradnja DNA HPV-a u 
genom stanice domaćina
trajna infekcija HPV-om
 
 
Slika 4.  Shematski prikaz utjecaja HPV‐a na razvoj raka vrata maternice  
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1.4   E6 i E7 proteini HPV 16 
 
E6 i E7 su najvažniji virusni proteini odgovorni za onkogena svojstva HPV virusa 
te  održavanje  promijenjenih  svojstava  stanice  (Ghittoni  i  sur.,  2010).  Združenim 
djelovanjem kontroliraju dva osnovna događaja u tom procesu, transformaciju zaražene 
stanice  i  izbjegavanje  odgovora  imunog  sustava  domaćina.  Sredinom  1980‐ih  godina 
otkriveni  su  proteini  E6  i  E7  i  od  tada  su  osnova  većine  istraživanja  koja  se  bave 
proučavanjem  onkogeneze  uzrokovane HPV  virusom.  Biokemijske  studije  pokazale  su 
kako postoje strukturalne razlike između E6 i E7 proteina iz HPV tipova visokog rizika, 
HR  (engl. High Risk)  i  HPV  tipova  niskog  rizika,  LR  (engl.  Low Risk)  što  je  pomoglo  u 
razumijevanju mehanizama kojima virus dovodi do maligne transformacije. Zahvaljujući 
dugom  periodu  latencije  HPV  je  izniman model  za  proučavanje  uloga  onkoproteina  u 
staničnoj  karcinogenezi,  ali  i  u  razumijevanju općenitih mehanizama kojima se dovodi 
stanica u promijenjeno stanje i zadržava isto (Ghittoni i sur., 2010). 
 
1.4.1   Građa i uloga E6 proteina 
 
E6  je  mali  protein  eksprimiran  rano  u  virusnom  ciklusu.  Sastoji  se  od  150 
aminokiselina  i  blizu  oba  kraja  mogu  se  primijetiti  motivi  nazvani  „Cink  prsti“  (Zinc‐ 
fingers) koji su povezani sa centralnom domenom veličine 36 aminokiselina. Na samim 
krajevima, N‐ i C‐ kraju nalaze se varijabilne domene. Na krajevima Cink prstiju nalazi se 
cistein bogata regija koja je konzervirana kod E6 svih tipova  (Ghittoni i sur., 2010). 
Stanični proteini sadrže dvije poznate domene, LXXLL i PDZ, preko kojih se vežu 
na E6 virusni protein.  LXXLL domena  je  leucin bogata  regija  (L  =  leucin, X = bilo koja 
negativno nabijena aminokiselina) što je zajednička osobina pri vezanju na HR HPV i LR 
HPV.  HR  HPV  E6  proteini  dodatno  se  mogu  vezati  na  stanične  proteine  svojom  PDZ 
domenom  (PDZ  od  početnih  slova  imena  prva  3  proteina  na  kojima  je  ova  domena 
uočena).  Vezanje  na  PDZ  domenu  ide  preko  regije  na  E6  proteinu  koja  je  nazvana 
XT/SXV regija i nalazi se na C‐ kraju proteina (Ghittoni i sur., 2010). 
E6  onkoprotein  veže  se  na  brojne  druge  stanične  proteine  i  nisu  poznate 
biokemijske strukture domena niti mehanizmi reakcija sa tim drugim proteinima, samo 
se pouzdano zna da se na njih ne veže na gore predložene motive (Slika 5) (Howie i sur., 
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2009). Virusni E6 onkoprotein ključni je čimbenik u transformaciji stanica i zadržavanju 
promijenjenog  fenotipa.  Zahvaljujući  istraživanjima  na  ovom  proteinu  otkriveni  su 
brojni mehanizmi virusne ali i općenito onkogeneze. Kod čak 50% svih ljudskih tumora 
uočena je mutacija u genu za p53 protein, a kako i E6 protein reagira s njim, ta činjenica 
iskoristila u razumijevanju mehanizma nastanka tumora. Ovaj protein utječe na brojne 
stanične  signalne  puteve  te  se  uključuje  u  regulaciju  staničnog  ciklusa.  Zbog 
heterogenosti  funkcija  koje  obavlja  E6  protein  postoje  brojni  mehanizmi  kojima  to 
postiže i proteini sa kojima reagira  (Howie i sur., 2009).  
Da  bi  se  nakupina  stanica  mogla  definirati  kao  tumor  potrebno  je  ispuniti 
određene  uvjete  i  posjedovati  određene  karakteristike.  Godine  2000.  opisano  je  6 
osnovnih tumorskih karakteristika (Hanahan i Weinberg, 2000). To su: 
? Neograničena mogućnost proliferacije 
? Neovisnost o čimbenicima rasta 
? Izbjegavanje apoptoze 
? Neosjetljivost na stanične citostatike 
? Angiogeneza  
? Metastaziranje 
 
Osnovne uloge E6 proteina u stanici domaćina:   
? Blokiranje apoptoze 
? Induciranje telomerazne aktivnosti  
? Poremećaj stanične adhezije, polarnosti i diferencijacije epitela 
? Izbjegavanje imunog sustava domaćina 
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blokiranje apoptoze
 
 
Slika 5. Shematski prikaz glavnih liganada E6 proteina (prema Howie i sur., 2009) 
 
 
Na  heterogenost  E6  proteina  ukazuju  njegove  uloge  u  stanici  koje  gotovo  u 
potpunosti pokrivaju tumorske karakteristike koje se odnose na staničnu razinu. Uzevši 
to u obzir E6 se može okarakterizirati kao glavni virusni onkoprotein. Da bi postigao tu 
razinu stanične kontrole E6 mora reagirati sa mnogo, često ključnih staničnih proteina. 
Najpoznatiji  i  najvažniji  stanični  protein  koji  reagira  sa  E6  proteinom  je  p53,  često 
nazivan  i  čuvarom  genoma.  Mehanizmi  kojima  E6  kontrolira  p53  su  brojni  i  nisu  svi 
potpuno razjašnjeni. 
 
1.4.1.1   Interakcija p53 i E6 
 
Protein p53  je normalni stanični protein koji  je prisutan u zdravoj, nezaraženoj 
stanici  u  niskoj  koncentraciji,  transkripcijski  je  gotovo  neaktivan  a  u  tim  uvjetima 
podložan je i razgradnji Mdm‐2 ubikvitin ligazom (Honda i sur., 1997). Ukoliko dođe do 
virusne  infekcije,  oštećenja  DNA  ili  bilo  kakvog  oblika  staničnog  stresa  Mdm‐2 
razgradnja je inhibirana što dovodi do povećanja koncentracije p53 proteina u stanici i 
posttranslacijske  aktivacije.  Aktiviran  p53  utječe  na  puteve  popravka  DNA,  zaustavlja 
stanični ciklus, a ako je oštećenje nepremostivo aktivira i apoptozu.  
Ugradnjom u genom domaćina HPV nepravilno aktivira sintezu DNA što aktivira 
p53.  Nakon  aktiviranja  tumor‐supresor  p53  proteina  HPV  virus  treba  inaktivirati  taj 
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protein da bi preživio u stanici domaćinu. S tim ciljem razvilo se niz mehanizama kojima 
se  dovodi  do  inaktivacije  p53  proteina.  Prilikom  infekcije  HPV‐om  E6  u  interakciji  sa 
staničnim proteinima može uzrokovati: 
? Preskakanje kontrolnih točaka u G1 i G2 
? Raspad p53 pomoću ubikvitinacije proteina 
? Pogrešnu lokalizaciju p53 
? Modifikaciju p53 
Najpoznatiji  i najbolje  istražen mehanizam interakcije p53  i E6  je E6  inducirani 
raspad p53 pomoću  ubikvitinacije. U normalnoj  stanici  nalazimo  neke ubikvitin  ligaze 
koje  ne  reagiraju  sa  p53  no  u  kompleksu  sa  E6  dovode  do  ubikvitinacije  te 
proteosomalne degradacije.  Ta E3 ubikvitin  ligaza nazvana  je E6AP  (Huibregtse  i  sur., 
1991 i 1993; Scheffner i sur., 1993).  
Ovaj put jedna je od ključnih razlika između HR i LR HPV tipova virusa. Naime HR 
HPV virusi vežu se za C‐ kraj i centralnu regiju p53 proteina, a LR HPV virusi samo za C‐
kraj p53 proteina te je proteosomalna razgradnja p53 svojstvena samo HR HPV tipovima 
virusa  (Crook  i  sur.,  1991; Li  i  Coffino, 1996; Ghittoni  i  sur.,  2010)  (Slika 6).  Ipak,  LR 
HPV tipovi ne mogu uopće, a HR HPV tipovi ne mogu u potpunosti razgraditi sav p53 u 
stanici te su stoga morali razviti dodatne mehanizme supresije njegove aktivnosti. 
Dodatni mehanizmi uključuju: 
? Inhibiciju vezanja p53 proteina na točnu DNA sekvencu (Lechner i Laimins, 
1994; Thomas i sur., 1995) – snaga inhibicije ovisi o tome da li se radi o HR ili LR HPV‐u. 
Najvjerojatnije  se  to  odvija  na  dva  načina,  samom  inhibicijom  vezanja  usljed 
konformacijskih promjenama ili disocijacijom već vezanog p53 uslijed tih promjena. 
? Kriva  lokalizacija  p53  proteina  za  što  postoje  dva  najvjerojatnija 
mehanizma: maskiranje jezgrinog lokalizacijskog signala na C‐ kraju p53 proteina (NLS, 
od  engl.  Nuclear  Localization  Signal)  ili  pojačan  eksport  p53  proteina  iz  jezgre 
(Mantovani i Banks, 2001). 
? Onemogućavanje acetiliranja p53 proteina. Nakon acetilacije p53 proteina 
pomoću p300/CBP (Patel  i  sur., 1999; Zimmermann  i  sur., 2000)  ili hADA3 (histonske 
transacetilaze) (Kumar i sur., 2002) taj stanični protein pokazuje veći afinitet pri vezanju 
za  DNA  regije  gdje  je  smješten  promotor  gena  p53  i  na  taj  način  potiče  njegovu 
transkripciju.  Ukoliko  se  E6  protein  veže  za  p300  i/ili  CBP  oni  više  nisu  sposobni 
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acetilirati  p53  i  time  smanjuju  njegovu  ekspresiju.  HR  HPV  E6  protein  pokazuje  veći 
afinitet pri vezanju tih proteina nego LR HPV E6 protein. 
? Ukoliko se E6 veže sa hADA3 ekspresija se ne smanjuje istim mehanizmom 
kao kod p300 i CNP, već će to vezanje dovesti do direktnog razaranja hADA3 proteina. 
? Direktna inhibicija Mdm‐2 ubikvitin ligaze, neovisno o E6‐p53 proteinskom 
kompleksu  koji  dovodi  do  razaranja  p53.  U  stanju  „onkogenog  stresa“  direktno  se 
inhibira Mdm‐2 ubikvitin ligaza što dovodi do povećavanja koncentracije p53 proteina u 
stanici  te  do  njegove  aktivacije.  Proteini  odgovorni  za  taj  način  aktivacije  p53  su 
p14/ARF (Matheu  i sur., 2008). Ukoliko ARF reagira sa E6 ARF više nije u mogućnosti 
aktivirati p53.  
 
 
 
 
Slika 6. Shematski prikaz proteosomalne razgradnje p53 proteina ubikvitinacijom 
posredovanom E6 (prema Ghittoni i sur., 2010) 
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Protein p53 i njegove interakcije sa E6 proteinom još nisu do kraja istražene niti 
su  još  poznati  svi  mehanizmi  djelovanja  i  to  je  područje  još  uvijek  vrlo  zanimljivo  i 
potrebno ga je istražiti da bi se što bolje razumjeli svi čimbenici u onkogenezi stanice. 
 
1.4.1.2   E6 i regulacija ostalih staničnih procesa 
 
Osim  što  uvelike  ometa  rad  p53  proteina  i  stanične  puteve  uključene  u 
provođenje aktivnosti tog proteina, E6 reagira i sa proteinima koji su neovisni o p53.  
E6  regulira  stanični  rast  preko  signalnog  puta  G‐proteina.  Tako  reagira  sa 
tuberinom,  Gps2  i  E6TP  te  dovodi  do  njihovog  raspadanja.  Te  promjene  dovode  do 
daljnjeg  poremećaja  u  stanici  i  staničnoj  signalizaciji  za  što  je  najbolji  primjer  tuberin 
koji je bitan za stanični rast no u njegovoj odsutnosti vrlo je teško regulirati stanični rast 
kao u normalnoj stanici (Lu i sur., 2004; Zheng i sur., 2008). 
Regulirana  stanična  smrt  (apoptoza)  može  nastupiti  zbog  vanjskih  ili 
unutrašnjih staničnih čimbenika. U vanjske spadaju događaji poput virusne infekcije a u 
unutrašnje oštećenje DNA, oksidativni stres, gladovanje itd. Za E6 je pokazano da reagira 
za  oba  puta  i  u  oba  mehanizma  sprečava  stanicu  da  ode  programiranu  smrt.  Pri 
djelovanju vanjskih događaja za induciranje apoptoze E6 se spaja sa „receptorima smrti“ 
na membrani umjesto njihovih normalnih liganada, i to sa TNFR obitelji recoptora (engl. 
Tumor Necrosis Factor Receptors) (Howie i sur., 2009). TNFR obitelj receptora uključuje: 
? TNFR‐1 (engl. Tumor Necrosis Factor Receptors 1; Fas/CD95) i  
? TRAIL (engl. TNF‐Related Apoptosis Inducing Ligand; DR‐4 i DR‐5) receptore 
(Duerksen‐Hughes i sur., 1999).  
E6  se veže na  sve ove  receptore  i  ne dopušta da  regularni  ligandi  (TNF‐Tumor 
Necrosis Factor, Fas‐L ili TRAIL‐om) nastave apoptotski signalni slijed koji djeluje preko 
kaspaza. 
Ukoliko  se  radi  o  unutrašnjim  događajima  prilikom  stresa  se  aktiviraju  pro‐
apoptotski proteini:  
? BH3  koči  aktivnost  anti‐apoptotskih  proteina  koji  slijedom  događaja 
aktivira Bak. 
 
   
  
- 16 - 
 
? Bak pro‐apoptotski protein stvara otvore u mitohondrijskoj membrani zbog 
čega  izlazi  citokrom c, AIF  (Apoptosis  Inducing Factor),  endonukleaza G, Diablo  ili Omi 
membranski proteini te uključuju kaspaze koje dovode do stanične smrti.  
? E6/Bak  proteinski  kompleks  dovodi  do  proteosomalne  razgradnje  Bak 
proteina (Jackson i sur., 2000; Thomas i Banks, 1998; Thomas i Banks, 1999; Underbrink 
i sur., 2008).  
Osim  Bak  proteina  E6  protein  djeluje  i  kao  ekspresijski  aktivator  anti‐
apoptotskog Bcl‐2 proteina (Du i sur., 2004). 
Regulacija  telomerazne  aktivnosti  također  je  pod  utjecajem  onkogena  E6. 
Telomeraza  je  ribozim  koji  replicira  krajeve  kromosoma  i  prisutna  je  samo  kod 
embrionalnih i matičnih stanica u normalnim uvjetima. Ukoliko se telomeraza aktivira u 
nekim  drugim  stanicama  dolazi  do  imortalizacije  stanica  (Kiyono  i  sur.,  1998; 
Klingelhutz  i  sur.,  1996).  Telomerazna  aktivnost  može  biti  potaknuta  različitim 
čimbenicima te je pokazano kako je HR HPV E6 u suradnji sa HR HPV E7 jedan od njenih 
aktivatora  što  je  bitno  za  tijek  HPV  infekcije  te  onkogenezu.  Kao  ribozim,  telomeraza 
posjeduje RNA regiju i proteinsku regiju. Njena proteinska regija se sastoji od 2 proteina: 
Diskerin i hTERT. 
? hTERT  je  proteinska  podjedinica  koja  posjeduje  katalitičku  aktivnost 
telomeraze.  U  imortaliziranim  stanicama  raka  pronađena  je  hTERT  podjedinica,  što 
znači da je potaknuta telomerazna aktivnost koja nije prisutna kod ne‐tumorskih stanica 
(Bryan i Cech, 1999; Shay i Bacchetti. 1997).  
? HR HPV E6 protein u interakciji sa E6AP veže se na dvije „E‐kutije“ (E‐box) 
koje se nalaze neposredno prije promotora hTERT‐a i tako aktivira hTERT podjedinicu 
(Gewin i sur., 2004; Liu i sur., 2005; Cong i sur., 1999; Lebel i sur., 2007; Oh i sur., 2001., 
Takakura  i  sur.,  1999).  U  stanici  je  dokazano  da  c‐Myc  onkogen  ima  važnu  ulogu  u 
aktivaciji telomeraze, a u stanicama sa HPV infekcijom prisutan je kompleks E6, E6AP i 
c‐Myc na promotoru hTERT gena (Liu i sur., 2005; Veldman i sur., 2003).  
Osim indukcije transkripcije E6/E6AP kompleks se spaja i sa : 
? NFX1‐91, stanični represor na hTERT promotoru. Specifičnim vezanjem na 
taj represor E6 ga šalje u proteosomalnu razgradnju poput p53 proteina (Gewin i sur., 
2004).  
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? NFX1‐123, druga varijanta proteina nastala nešto drugačijim isijecanjem iz 
iste  mRNA  kao  i  NFX‐91.  Djeluje  kao  dodati  pojačivač  ekspresije  hTERT  gena 
(Katzenellenbogen i sur., 2007). 
Regulacija  kromosomske  stabilnosti  pod  utjecajem  je  onkoproteina  E6. 
Protein  hMCM7  (human  minichromosome  maintenance  7  protein)  je  protein  koji 
kontrolira proces DNA replikacije čuvajući integritet stanice i strogo regulirajući da dođe 
do  samo  jedne DNA  replikacije  u  jednom  staničnom  ciklusu.  Ukoliko  E6  protein  (LR  i 
HR) reagira sa hMCM7 dovodi do njegove proteosomalne razgradnje i zbog toga se mogu 
naći kromosomalne abnormalnosti u stanicama zaraženima HPV virusom. Osim hMCM7 
proteina  HPV  E6  protein  reagira  i  sa  još  dva  proteina  uključena  u  regulaciju 
kromosomke stabilnosti, a to su: XRCC1 i MGMT (Iftner i sur., 2002; Srivenugopal i Ali‐
Osman, 2002). Prisutnost XRCC1/E6 kompleksa uzrokuje  slabiju  sposobnost popravka 
jednolančanog  loma  u  DNA,  a MGMT/E6  kompleks  uzrokuje  veću  osjetljivost  DNA  na 
alkilirajuće agense. Isto tako i gore spomenuti p53/E6 kompleks dovodi do inaktivacije 
G1 te gubitka G2 kontrolne točke. 
E6  također  utječe  na  poremećaj  u  staničnoj  adheziji,  polarnosti  i 
diferencijaciji epitela. Glavni mehanizam HPV E6 proteina  sa proteinima važnima za 
regulaciju  ovih  procesa  je  preko  PDZ  vezujuće  domene  na  tim  proteinima.  Najvažniji 
proteini u ovim ciklusima su:  
? Paksilin i ziksin prevode signal iz ekstracelularnog matriksa preko aktinskih 
vlakana  do  jezgre.  Interakcija  sa  E6  rezultira  nemogućnosti  održavanja  pravilnog 
staničnog oblika (Degenhardt i Silverstein, 2001; Tong i Howley, 1997). 
? hScrib sudjeluje u čvrstim vezama, adheziji bazalnih stanica za vanstanični 
matriks. Djeluje kao  tumor  supresor negativno  regulirajući proliferaciju.  Interakcija  sa 
E6  dovodi  do  razgradnje  hScrib  i  dovodi  do  nekontrolirane  proliferacije  (Nakagawa  i 
Huibregtse, 2000).  
? hD1g  sudjeluje  u  čvrstim  vezama,  regulira  staničnu  polarnost  u  epitelnim 
stanicama,  djeluje  kao  tumor  supresor.  Prvi  protein  za  koji  je  dokazana  interakcija 
između njegove PDZ domene i E6 onkoproteina (Kiyono i sur., 1997; Lee i sur., 1997).  
? MAGI  i MUPP1 sudjeluju u  čvrstim vezama  i negativno reguliraju  staničnu 
proliferaciju (Glaunsinger i sur., 2000; Thomas i sur., 2002) 
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? PTPN3 djeluju kao membranske tirozin fosfataze i time reguliraju receptore 
čimbenika rasta (Jing i sur., 2007; Spanos i sur., 2008). 
Imuni sustav je iznimno važan u obrani organizma od vanjskih čimbenika poput 
virusne ili bakterijske infekcije te od unutrašnjih, poput pojave tumora. Prilikom virusne 
infekcije aktivira se najprije nespecifična, urođena imunost koja je prva crta obrane. HPV 
E6 razvio  je različite puteve kojima reagira sa nekoliko posrednika te  imunosti  i na taj 
način pokušava izbjeći imuni odgovor domaćina. Ti čimbenici su: 
? IRF‐3  (engl.  Interferon  Regulatory  Factor  3)  aktivira  transkripciju  IFN‐  β 
(Infertefon  β)  (Ronco  i  sur.,  1998)  koji  se  bori  sa  virusnom  infekcijom.  IRF‐3/E6 
kompleks  ne  može  aktivirati  transkripciju  IFN‐  β  te  izostaje  pravovaljani  odgovor 
imunog sustava (Ronco i sur., 1998) 
? TLR‐9 (engl. Toll­Like Receptor 9) potiče lučenje citokina koji su drugi način 
odgovora  imunog  sustava  domaćina  na  virusnu  infekciju  (Muller  i  sur.,  2008).  Zbog 
interakcije između TLR‐9, E6 i E7 proteina stanica domaćina ne može do kraja provesti 
signal za poticanje lučenja citokina pa je njihova koncentracija smanjena. 
Protein E6 veže se  i na druge  još nepoznate proteine čije su  inerakcije predmet 
daljnjih istraživanja.  
 
1.4.2   Građa i uloga E7 proteina 
 
E7  protein  je  mali,  rani  protein  HPV  virusa.  Eksprimira  se  i  u  HR  i  u  LR  HPV 
tipovima  te  je  jedan  od  glavnih  odgovornih medijatora  transformacije  i  imortalizacije 
stanica. HPV E7 protein se sastoji od 98 aminokiselina, sadrži 3 konzervirane regije CD1‐
3  (od  engl.  Conserved Domain)  te  na  –N  kraju  i  „cink  prst“  motiv  poput  E6  proteina. 
Najzanimljivija  je  CD2  regija  u  kojoj  se  nalazi  LXCXE  domena  koja  predstavlja  vezno 
mijesto  za  tumor  supresor  pRb  (protein  Retinoblastoma  1),  p107  i  p130  proteina. 
Prilikom  vezanja  HPV  E7  na  LXCXE  domenu  HR  HPV  virusni  tipovi  vezuju  stanične 
proteine sa puno većim afinitetom nego LR HPV tipovi (Münger i sur., 1989). 
Razlog za  to krije se u strukturnoj razlici HR  i LR HPV E7 proteina. HR HPV E7 
protein na 22. mjestu ima asparagin, LR HPV E7 protein ima glicin (Münger i sur., 1989). 
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Osim  sličnosti  sa  HPV  E6  proteinom  E7  protein  pokazuje  homologiju  i  sa  E1 
proteinom Adenovirusa te velikim T antigenom Poliomavirusa, SV40. Osim strukturalne 
homologije,  HPV  E7,  E1  i  SV40‐T  veliki  antigen  imaju  i  vrlo  sličnu  ulogu  u  stanici 
domaćina, vezuju i inaktiviraju pRb protein. 
 
1.4.2.1   Interakcija pRb i E7 
 
Najvažnija  i  najistraženija  uloga  HPV  E7  proteina  je  njegova  interakcija  sa 
staničnim pRb proteinom.  
pRb protein je važan regulator staničnog ciklusa a time i proliferacije stanice. U 
normalnoj stanici uključen  je u kontrolu procesa  inhibicije stanica u pojedinim fazama 
staničnih ciklusa.  
Nakon mitoze, na stanične promotore za gene S (DNA synthesis)  faze vezani su 
E2F/DP  kompleks  i  hipofosforilirani  pRb  protein.  E2F  je  transkripcijski  čimbenik 
zajedno sa svojim kočimbenikom DP, kada su vezani na DNA promotore potiće sintezu 
gena portebnih u S‐fazi staničnog ciklusa. Ukoliko se na E2F veže hipofosforilirani pRb 
protein ekspresija tih gena je inhibirana i stanica je u G1 fazi (Cobrinik, 2005; Dimova i 
sur., 2005).  
Ciklin D i CDK4 (Cyclin Dependant Kinase 4) dolaze u G1 fazi te fosforiliraju pRb 
protein što uzrokuje njegovu disocijaciju  i dopušta ekspresiju gena te stanica ulazi u S 
fazu.  U  slučaju  kada  bi  pRb  protein  bio  konstantno  fosforiliran  stanica  bi  stalno 
ispoljavala proteine bitne za proces diobe.  
E7 protein reagira sa pRb proteinom i onemogućava njegovo vezanje na E2F/DP 
kompleks transkripcijskih čimbenika. Zbog izostanka kontrole staničnog ciklusa stanica 
stalno duplicira  svoj  genom  i  odlazi  u diobu. Na  taj  način  virus dovodi  i  do povećanja 
kopija svog genoma što je krajnji cilj regulacije ovog procesa.  
Osim pRb‐a, E7 protein reagira i sa još 2 pRb‐u srodna proteina, p107 i p130. Oba 
dva  proteina  zajedno  sa  pRb  sudjeluju  u  kontroli  staničnog  ciklusa.  p107  se  veže  za 
E2F4, a p130 se veže na E2F4 i E2F5 te preko njih sudjeluju u kontroli staničnog ciklusa.  
Prilikom  interakcije  E7/pRb  proteina  dolazi  do  pRb  proteosomalne  razgradnje 
putem ubikvitinacije, poput E6 i p53 (Boyer i sur., 1996; Jones i sur., 1997a).  
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Ubikvitinacija je posredovana sa dva mehanizma: 
? Kulin 2 ubikvitin kinaza te 
? Kalpain (Ca2+ aktivirana cisteinska proteaza). 
 
1.4.2.2   E7 i regulacija ostalih staničnih procesa 
 
E7 preko pRb, p107  i p130 proteina kontrolira stanične procese  ali  i  reagira sa 
ostalim staničnim proteinima te pospješuje tu kontrolu.  
Tako reagira direktno sa:  
? p21WAF1/CIP1  i p27KIP1. Oba proteina su CDKI  (engl. Cyclin Dependant Kinase 
Inhibitors)  te  u  njihovoj  prisutnosti  stanice  mogu  stati  u  G1  fazi.  Prilikom  njihove 
inaktivacije  sa  E7  stanica  ne može  stati  u  G1  fazi  već  završetkom  svakog  ciklusa  opet 
iznova ulazi u S fazu i započima diobu stanice (Funk i sur., 1997; Jones i sur., 1997b). 
? Ciklin A/CDK2. E7 ponajviše reagira sa ciklinom A ali detalji mehanizma te 
intrakcije još uvijek nisu poznati (Arroyo i sur., 1993; Davies i sur., 1993; Tommasino i 
sur., 1993). 
Interakcije sa ostalim staničnim proteinima nisu u popunosti poznate. 
Osim  interakcija  sa  staničnim  proteinima  koji  kontroliraju  stanični  ciklus,  E7 
kontrolira i imuni odgovor domaćina. Tu utječe na: 
? TLR‐9 (engl. Toll­Like Receptor 9). E7 utječe na smanjenje ekspresije TLR‐9 
receptora koji je bitan u prepoznavanju virusne dsDNA te prijenosu signala. Nakon što je 
signal uspješno prenesen dolazi do  imunog odgovora, koji  je u ovom slučaju  spriječen 
(Hasan i sur., 2007). 
? IRF1  (engl.  Interferon  Regulatory  Factor  1).  Vezući  se  na  IRF1    E7 
onemogućava ekspresiju IFN‐α i IFN‐β (Park i sur., 2000; Perea i sur., 2000) 
? TAP1 (engl. Transporter Associated with antigen Protein 1). TAP1 je protein 
koji sudjeluje u prenošenju antigena u predočnih stanica. Uvelike je u interakciji sa MHC‐
I  (Membrane  Histocompatibility  Complex  1)  kompleksom.  TAP1  prenosi  antigene  u 
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stanici  koje,  nakon  što  se  prerade,  MHC‐I  predočava  na  svojoj  membrani.  Prilikom 
E7/TAP1  interakcije  post‐translacijski  se  smanjuje  ekspresija  TAP1  proteina.  Tako  je 
broj prenesenih antigena drastično smanjen a time i količina citokina koji bi inače došli 
kao odgovor (Cromme i sur., 1993; Vambutas i sur., 2000; Vambutas i sur., 2001). 
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2   OBRAZLOŽENJE 
TEME 
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Kako svi tipovi HPV‐a nisu karcinogeni ne predstavljaju svi jednako velik rizik za 
razvoj težih bolesti. Znanstveno najzanimljiviji HPV tipovi su HPV 16 i HPV 18. HPV 16 je 
najučestaliji karcinogeni tip virusa stoga se ulažu izuzetni napori da bi se razumjelo što 
bolje kako on funkcionira u stanici domaćina i kako dovodi do displazija, a posljedično i 
do raka. Najvažniji virusni proteini za  izazivanje onkogeneze su E6  i E7 te  je potrebno 
dobro definirati svojstva i funkcije oba proteina. 
Ipak  postoje  problemi  prilikom  izolacije  ta  dva  proteina,  naime,  oni  često 
formiraju agregate i ne dopuštaju izolaciju pojedinačnog proteina u topivom sloju, kada 
je još funkcionalan. 
Cilj našeg rada bio je inducirati ekspresiju HPV 16 E6 i E7 te optimizirati uvjete 
za njegovu ekspresiju u E. coli. Kroz istraživanje smo mijenjali sve čimbenike koje smo 
mogli mijenjati tijekom ekspresije, a mijenjali smo i metode izolacije proteina u nativnim 
i denaturirajućim uvjetima. 
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3   MATERIJALI I 
METODE 
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Obzirom da je eksperimentalni rad na ovom radu započeo nakon transformacije 
bakterijskih stanica stoga ću metode do tog stadija opisati ukratko i općenito. 
 
3.1 Biološki materijal 
 
Koristili smo kompetentne stanice E. coli soj M15 spremne za transformaciju. Za 
vektor smo koristili pQE‐30UATM plazmid koji se dobije zajedno sa QIAexpressionist UA 
Cloning Kit‐om (Qiagen) (Anonymous, 2003). 
 
3.2   Kloniranje 
 
Kloniranje  je  proces  koji  omogućuje  umnožavanje  dijela  DNA  ili  čitavog 
organizma i u laboratoriju se često koristi kao sredstvo umnožavanja gena za produkciju 
željenog proteina. Za konstruiranje i kloniranje gena bitno je poznavati gensku sekvencu 
te pravilno odabrati početnice. 
 
3.2.1   Izbor početnica i vektorski sistem 
 
Kloniranje započinje  izabirom početnica za konstruiranje E6  i E7 gena. Pošto  je 
genom  HPV  16  sekvenciran  i  sekvenca  objavljena,  pronađu  su  njihovi  slijedovi 
nukleotida u bazi podataka (www.ncbi.nlm.nih.gov)  te se odabere 18‐28 nukleotida sa 
početka  sekvence  svakog  gena  kao  početnica.  Potrebno  je  na  temelju  tog  slijeda 
sintetizirati  dvije  početnice,  jedna  koja  je  komplementarna  kodirajućem  a  druga 
nekodirajućem  lancu  DNA.  Za  početnice  je  bitno  da  imaju  sadržaj  45‐55%  GC  parova 
baza. Konstruirane su,  sintetizirane  i korištene početnice koje su specifične za HPV 16 
E6 i E7 gene. 
PCR  (engl.,  Polymerase  Chain  Reaction)  služi  za  umnožavanje  ciljane  molekule 
DNA u velik broj kopija. Umnožavanje se odvija in vitro a provodi ga enzim DNA‐ovisna‐
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DNA  polimeraza  izolirana  iz  bakterije  Thermus  aquaticus  (Taq  DNA  polimeraza)  te 
posjeduje  5'→3'  polimeraznu  i  5'→3'  egzonukleaznu  aktivnost.  Taq  polimeraza  je 
iznimno bitna prilikom PCR reakcije zbog toga što funkcionira  i na temperaturi od 75‐
80˚C.  Za  reakciju  je  potreban  enzim  Taq  polimeraza,  željena  DNA  koju  se  umnaža, 
početnice,  svi  deoksiribonukleozidtrifosfati  (dNTP)  te  ioni  magnezija  (Mg2+)  i  neki 
stabilizatori medija  potrebni  za  stvaranje  optimalnih  uvjeta  za  funkcioniranje  enzima. 
Dio  molekule  koji  će  se  umnožiti  je  onaj  dio  molekule  DNA  omeđen  5'  i  3' 
oligonukleotidnim  početnicama.  Osim  sastava  medija  važna  je  i  koncentracija  svih 
sastojaka  pošto  prevelike  količine  sastojaka  mogu  inhibirati  ili  smanjiti  specifičnost 
reakcije.  
E6  i  E7,  HPV  16  geni  se  tom  specifičnom  reakcijom  umnože.  Svaki  umnoženi 
produkt ujedno dobije na 3' kraju dodane adenine (poli A rep) što je specifičnost Taq i 
ostalih  polimeraza  koje  ne mogu  same  provjeravati  svoju  točnost  (engl.,  proofreading 
activity).  
Dio  PCR  produkta  odvozi  se  na  1%  agaroznom  gelu  (Sigma)  da  se  provjeri 
veličina produkta i uspješnost same reakcije. 
Kao  vektor  koristili  smo  pQE‐30UATM  koji  se  dobije  zajedno  sa  QIAexpress  UA 
Cloning  Kit‐om.  Specifičnost  tog  vektora  je  svojstvo  3'  poli  U  kraja,  a  sam  vektor  je 
primarno  lineariziran.  To  omogućava  neposredno  ugrađivanje  PRC  produkta  u  vektor 
koji posjeduje A na 3' krajevima. Ligacija se obavlja pomoću 2x Ligation Master Mix‐om 
sa pQE‐30UA vektorom koji dolaze sa QIAexpress UA Cloning Kit‐om. Sam vektor sadrži 
i otpornost na antibiotik ampicilin što olakšava selekciju.  
Soj  E.  coli  M15  sadrži  i  plasmid  PREP4  koji  pomaže  u  finoj  regulaciji 
transformacije  sa  naknadno  unesenim  plasmidom  pQE‐30.  Za  održavanje  plazmida 
PREP4 u medij  je potrebno dodati kanamicin pošto on sadrži gen za rezistenciju na taj 
antibiotik.  
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3.3   Transformacija Escherichia coli  
 
  Transformacija kompetentnih E. coli sa pQE‐30UATM vektorom provodi se sa bilo 
kojim  standardiziranim  protokolom  za  transformaciju  bakterija.  Važno  je  napraviti 
kontrolu transformacije DNA, E.coli bez vektora, da se provjeri da li je bakterija uistinu 
osjetljiva  na  ampicilin,  kao  druga  kontrola  posluži  čisti  vektor.  Nakon  transformacije 
provjeravaju se  transformanti  i  ukoliko doista  sadrže  insert  željenog gena nastavlja  se 
njihova ekspresija u većoj količini.  
Napravi  se ploča na LB mediju  (Luria­Bertani Broth,  SIGMA) sa agarom (Fluka) 
koja  sadrži  100  μg/mL  amplicilina  i  25  μg/mL  kanamicina  te  se  na  nju  nasade 
transformirane  E.coli.  Ukoliko  bakterije  sa  plazmidom  narastu,  a  bez  plazmida  ne 
narastu znači da je bakterija transformirana željenim vektorom. Da bi se provjerilo da li 
vektor posjeduje željeni insert odabere se nasumično nekoliko kolonija na agarskoj ploči 
te  se  iz  njih  izolira  plazmidna  DNA  i  pošalje  na  sekvenciranje.  Ukoliko  se  unutar 
plazmidne DNA nalazi slijed DNA koji odgovara E6 odnosno E7 genima odgovarajućem 
okviru čitanja nastavlja se pokus. 
 
3.4   Rast transformiranih bakterija  
 
Iz  glicerolskog  štoka  bakerija,  koji  se  nakon  potvrđene  E6  odnosno  E7  genske 
sekvence čuvao na ‐80°C, uzme se nastavkom malo bakterija te se razrijedi u 150 μL LB 
medija.  Razrijeđene  bakterije  razmažu  se  na,  prije  pripremljenoj,  agarskoj  ploči  sa  LB 
medijem te ampicilinom i kanamicinom koncentracija 100 i 25 μg/mL.  
Nakon prekonoćnog rasta na 37°C, odabere se  jedna kolonija  te se razrijedi u 6 
mL medija, i to LB (Sigma), TB (Terrific Broth, Sigma) i 2X YT medije (Sigma). U medije 
potrebno  je  dodati  antibiotike  ampicilin  do  koncentracije  100  μg/mL  i  kanamicin  do 
koncentracije 25 μg/mL. Bakterije rastu na 37°C sa lagano odvrnutim čepom, tijekom 3‐
4 sata. 
Nakon  rasta  potrebno  je  izmjeriti  gustoću  naraslih  bakterija.  Apsorbancija  se 
mjeri  na  600  nm  (A600)  na  UV  spektrofotometru  (CECIL  CE  2040).  Izmjerena 
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apsorbancija mora biti u granicama između 0,5 – 0,9. Za bakterije rasle na LB mediju se 
koristi čisti LB medij za normalizaciju spektrofotometra, za bakterije rasle na TB mediju 
koristi se čisti TB, a za bakterije rasle na 2X YT  mediju, čisti 2X YT  medij. Mjerenja za LB 
medij  uvijek  su  se  kretala  u  danim granicama no  za TB  i  2X YT    često  su  bila  viša  no 
potrebno te su najviše dosegnula 1,262, vjerojatno zbog veće gustoće medija. 
Nakon provjere gustoće slijedi indukcija.  
 
3.5   Indukcija IPTG­om i produkcija proteina 
 
E.  coli  je  jednostanični  organizam  koji  sadrži  jednu  dvolančanu molekulu DNA. 
Kodira  otprilike  4.300  proteina  no  samo  dio  ih  je  eksprimiran  istovremeno.  To 
kontroliraju  uvjeti  u  kojima  se  nalazi  stanica,  odnosno  dostupnost  hrane.  Geni  koji 
kodiraju proteine udruženi su u operone  i pod kontrolom su  istog promotora. Tako se 
uređena struktura prepoznala i počela koristiti za kontroliranu gensku ekspresiju. Za tu 
manipulaciju najviše se koristi lac operon koji je korišten za gensku ekspresiju i u ovom 
eksperimentu. 
lac  operon  uključuje  3  gena  koji  su  pod  kontrolom  istog  promotora,  gen  za  β‐
galaktozidazu,  permeazu  galaktozidaze  i  transacetilazu  tiogalaktozidaze.  Osim 
promotora na operonu se nalazi i mjesto za vezanje lac represora koji se nalazi vezan u 
prisutnosti glukoze. Ukoliko se u okolišu nalazi samo laktoza bakterija se počne hraniti 
laktozom  što  dovodi  do  raspada  lac  represora  i  eksprimiranja  gena  nizvodno  od  lac 
promotora.  
Prilikom genetske manipulacije željeni gen se unese iza lac promotora tako da se 
u uvjetima prisutnosti laktoze te odsutnosti lac represora eksprimira taj gen.  
Općenito  geni  mogu  biti  eksprimirani  konstitutivno  i  inducibilno.  Kostitutivno 
znači  da  je  gen  eksprimiran  u  svim uvjetima  i  uvijek,  dok  indikcija  znači  poticanje  na 
ekspresiju odnosno eksprimiranje gena u određenim uvjetima.  
IPTG  (engl.,  isopropylthiogalactoside)  je  sintetski  spoj  koji  je  strukturni  analog 
laktoze. U uvjetima bez glukoze, indukcijom sa IPTG‐om doći će do ekspresije svih gena 
nizvodno od lac promotora gdje se nalaze i E6 i E7 geni koji su ubačeni u E.coli. 
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Indukciju smo provodili na:  
‐ na temperaturi od 18°C, 24°C, 30°C te 36°C, 
‐ tijekom: 30 min, 2h, 4h i preko noći, 
‐ sa koncentracijama IPTG‐a od 0,01 mM, 0,05 mM i 1 mM,  
‐ u tri različita medija: TB (Terrific Broth), LB (Luthein Broth) i 2X YT  
‐ u volumenu medija od 1 mL ili 50 mL. 
Nakon provedene indukcije uzorci se talože centrifugiranjem 1 min na 14 000 x 
g, odvoji se talog te se spremi na ‐20°C, ukoliko se ne nastavlja rad sa uzorcima taj dan. 
 
3.6   Pročišćavanje proteina 
 
Indukcijom  sa  IPTG‐om  stvaraju  se  E6  i  E7  onkoproteini  pošto  su  smješteni 
unutar  lac operona. Nakon produkcije onkoproteina potrebno ih  je  izolirati  i pročistiti. 
Ukoliko  nije  detaljno  poznato  kako  izolirati  protein  potrebno  je  optimizirati  uvjete  za 
njegovo  pročišćavanje. Da  bi  proteini  zadržali  svoju  funkciju  potrebno  ih  je  izolirati  u 
nativnim  uvjetima  ili  nakon  izolacije  u  denaturirajućim  uvjetima  povratiti  njihovu 
funkciju, npr. difuzijom.  
 
3.6.1   Pročišćavanje proteina u nativnim uvjetima 
 
Tijekom  pročišćavanja  proteina  u  nativnim  uvjetima  pročišćavali  smo  pomoću 
CelLyticTM  B  pufera  (Sigma;  40 mM Tris‐HCl,  pH  8.0,  nedenaturirajući  „zwitter“  ionski 
deterdženti),  pufera  za  lizu  stanica  u  nativnim  uvjetima  te  bez  pufera  za  lizu  stanica. 
Osim kemijskih sredstava za lizu stanica koristili smo i fizikalne metode. U njih spadaju 
sonifikacija, naglo smrzavanje na ‐80°C i odmrzavanje u kupelji na 37°C,  
Dalje slijede dvije kemijske metode za pročišćavanje: 
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? Prilikom pročišćavanja sa CelLyticTM B‐om na talog bakterija raslih u 1 ml 
stavlja  se  približno  266  μL  CelLyticTM  B‐a,  vorteksira  se  kratko  potom  se  10  minuta 
miješa na sobnoj temperaturi. Za kraj se centrifugira na 14 000 x g tijekom 5 minuta da 
bi se razdvojili topivi od netopivih proteina. Odvoje se supernatanti od taloga i oboje se 
smrznu na ‐20°C. 
? Prilikom pročišćavanja sa puferom za lizu stanica u nativnim uvjetima na 
talog se stavi 100 μL pufera (50mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol; pH 8). 
Izuzev  pročišćavanja  sa  CelLyticTM  B‐om,  kombiniraju  se  kemijske  i  fizikalne 
metode da bi se pospješila liza stanica. Od fizikalnih metoda nakon dodavanja „pufera za 
lizu stanica u nativnim uvjetima“ slijede: 
? Smrzavanje uzoraka na ‐80°C te naglo odmrzavanje na 37°C u kupelji ili na 
termobloku. 
? Sonificiranje šest puta po 10 sec na 250 W, pa onda po 10 sec pauze. Važno 
je  stalno  držati  uzorke  na  ledu  prilikom  sonificiranja  da  se  spriječi  pregrijavanje  i 
raspadanje uzorka. 
? Nakon sonificiranja slijedi centrifugiranje na 10 000 x g tijekom 25 minuta. 
Supernatant se zatim odvoji od taloga i sve se smrzne na ‐20°C 
 
3.6.2   Pročišćavanje proteina u denaturirajućim uvjetima 
 
Prilikom  pročišćavanja  u  denaturirajućim  uvjetima  nije  moguće  sačuvati 
sekundarnu ni  tercijarnu  strukturu proteina pa  time ni njihovu  funkciju. Nije poželjno 
pročišćavati  protein  u  ovim  uvjetima  ukoliko  je  protein  potreban  za  daljnja 
istraživanja,međutim, ukoliko ne postoji način da se protein izolira i pročisti u nativnim 
uvjetima  tada  se  pristupa  ovom  protokolu.  Nakon  izoliranja  proteina  u  tim  uvjetima 
potrebno ga je renaturirati prije funkcionalnih testova. 
Uzorci taloga (staničnog lizata) dobiveni indukcijom uzeti su i na njih se nanese 5 
mL pufera za  lizu koji sadrži ureu, NaH2PO4    i Tris‐HCl, pH 8.0. Nakon  lize se nastavlja 
sonifikacija  tijekom 5 minuta,  10  sekundi  sonificiranja,pa  10  sekundi  pauze  tijekom 5 
minuta. Podvrgne se naglom smrzavanju na ‐80°C, pa se naglo otopi na 37°C. Po liziranju 
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stanica potrebno ih je centrifugirati 25 min na 12 000 x g, a dalje se slijedi protokol za 
purifikaciju  u  denaturirajućim  uvjetima  iz  Ni‐NTA  Spin  Kit  Handbook‐a  (Qiagen). 
Prilikom tog protokola koriste se još 2 pufera. Jedan nazvan pufer za ispiranje (100 mM 
NaH2PO4;  10  mM  Tris‐HCl;  8  M  urea;  pH  6,3),  a  drugi  pufer  za  eluiranje  (100  mM 
NaH2PO4; 10 mM Tris‐HCl; 8 M urea; pH 4,5). Prvo se dodaje 600μL bistrog bakterijskog 
lizata koji se potom centrifugira 5 minuta na 270 x g, a na tretiranu kolonicu se potom u 
dva  navrata  nanosi  600  μL  pufera  za  ispiranje,  pH  6.3,  te  se  centrifugira  svaki  put  2 
minute na 270 x g. Posljednji je pufer za eluiranje, pH 4.5, kojeg se nanosi također u dva 
navrata po 200μL te se centrifugira svaki put 2 minute na 270 x g. 
Liza,  ispiranje  i eluiranje provode se u puferima  istog sastava ali drugačijeg pH 
koji  je  osnovica  za  postupak.  Da  bi  se  povećala  uspješnost  izolacije  proteina  na  ovaj 
način  potrebno  je  netom prije  dodatka  provjeravati  pH  svaki  put.  Sve  frakcije  koje  se 
dobiju  prilikom  ovog  protokola  moraju  se  sačuvati  pošto  su  bezbojne  i  ne  mogu  se 
razlikovati  vizualno.  Stoga  ih  je  potrebno  dalje  analizirati  SDS  poliakrilamidnom 
elektroforezom  da  bi  se  dokazalo  eventualno  prisustvo  proteina  E6  ili  E7  u  pojedinoj 
frakciji. Sačuvane frakcije također služe i kao kontrole vezanja ili prolaska kroz kolonicu. 
 
3.7   Vizualizacija proteina elektroforezom u 
denaturirajućem gelu akrilamida 
 
SDS  (engl.  Sodium  Dodecyl  Sulfat)  poliakrilamidna  elektroforeza  (PAGE,  engl. 
SDS‐Polyacrylamide  Gel  Electrophoresis)  je  način  vizualizacije  ali  i  kvantifikacije 
proteina.  To  je  metoda  pri  kojoj  se  proteini  razdvajaju  na  poliakrilamidnom  gelu  u 
denaturirajućim uvjetima.  
Za  potrebe  razdvajanja  proteina  pripreme  se  dva  gela,  gel  za  sabijanje  i  gel  za 
razdvajanje.  Gel  za  sabijanje  je  gornji  i  služi  za  sabijanje  uzoraka  i  dolazak  čitave 
količine,  svih  uzoraka  u  istu  ravninu  prije  nego  dođu  do  gela  za  razdvajanje.  Gel  za 
razdvajanje se napravi gust koliko treba da se uzorci razdvoje. Gelovi se naprave prema 
standardiziranom  protokolu.  Prilikom  izbora  gela  za  razdvajanje  treba  se  odlučiti  na 
količinu poliakrilamida odnosno gustoću gela. O tome ovisi kako dobro će se razdvojiti 
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proteini u uzorku. Prilikom ovog istraživanja pravljen je 12%‐tni gel za poliakrilamidnu 
elektroforezu. 
Da  bi  proteini  bili  spremni  za  nanošenje  na  gel  potrebno  ih  je  prethodno 
pripremiti.  Pred‐priprema  za  taloge  je  dodavanje  50  μL  dH2O.  Talog  je  važan  i  kod 
neinducirane kontrole kao negativna kontrola indukcije. 
Kao  priprema  za  nanošenje  na  gel  smatra  se miješanje  uzorka  i  SDS  pufera  za 
nanošenje (63 mM Tris‐HCl; 10% glicerol; 2% SDS; 0,0025% Bromfenol plavo; pH 6,8) u 
omjeru 1:5, njegovo kuhanje na 95°C tijekom 5 minuta te centrifugiranje na 14 000 x g 
tijekom 5 minuta. 
Gel  za  SDS poliakrilamidnu  elektroforezu  (SDS PAGE)  satoji  se  od 12% gela  za 
razdvajanje (donji gel) i 5% gela za sabijanje (gornji, manji gel) naprave se po recepturi 
prikazanoj u Tablici 2 (Harlow i Lane, 1988).  
 
Tablica 2. Akrilamidni gelovi za SDS PAGE  
 
Vrsta gela  Količina štok otopina  Koncentracija štok otopina 
5% gel za sabijanje 
170 μL/mL 
10 μL/mL 
10 μL/mL 
1 μL/mL 
130 μL/mL 
30% akrilamida 
10% SDS 
10% APS 
TEMED 
1 M Tris pH 6,8 
12% gel za razdvajanje 
400 μL/mL 
10 μL/mL 
10 μL/mL 
0,4 μL/mL 
260 μL/mL 
30% akrilamid 
10% SDS 
10% APS 
TEMED 
1,5 M Tris pH 8,8 
 
 
 
Gel se vozi u puferu za elektroforezu (25 mM Tris‐HCl; 200 mM glicin; 0,1% SDS) 
2 sata na 110V te se potom boja Coomassie Brilliant Blue  (0,025% u otopini) bojom za 
bojanje proteina kojom se oboji čitav gel. Za pospješenje obojenja gela, gel se zajedno sa 
bojom  kuha  u  mikrovalnoj  pećnici  do  vrenja  a  potom  se  hladi.  Postupak  se  ponavlja 
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dvaput, a prilikom hlađenja treba biti na miješalici i lagano se miješati. Nakon obojenja 
potrebno  je  odbojati  gel,  što  se  radi  u  otopini  za  odbojavanje  koja  sadrži  metanol. 
Odbojavanje  je  potrebno  provoditi  tijekom  noći  a  gel  za  to  vrijeme  mora  biti  na 
miješalici.  Odbojavanje  je  pospješeno  ukoliko  se  u  otopinu  na  krajeve  gela  stavi malo 
papira da uklone boju i/ili češćim izmjenama otopine za odbojavanje. 
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E6 i E7 proteine HPV tipa 16 proizveli smo i pročistili u ekspresijskom sustavu E. 
coli indukcijom sa IPTG‐om preko  lac operona. Trebalo je optimizirati uvjete i dokazati 
svojstva oba proteina, te potencijalno dobiti pročišćene proteine za daljnja istraživanja. 
Prisutnost  i  veličinu  proteina  provjerili  smo  vizualizacijom  na  gelu  u  prisutnosti 
markera i negativne kontrole na SDS poliakrilamidnoj elektroforezi. 
HPV  16  E6  i  E7  proteine  inducirali  smo  i  eksprimirali  u  različitim  uvjetima 
mijenjajući  čimbenike  koji  mogu  utjecati  na  jačinu  njihove  ekspresije.  Mijenjali  smo 
temperaturu,  količinu  IPTG‐a  kojom  je  uzorak  induciran,  vrijeme  duljine  trajanja 
indukcije, medije  i količine medija u kojima  je  indukcija poticana. Ni E6 ni E7 proteini 
nisu pokazali da ijedan od ovih čimbenika utječe na njihovu topivost. 
Slika 7 pokazuje vizualizaciju supernatanta pri pročišćavanju uzorka u nativnim 
uvjetima. U prvoj  jažici  je negativna kontrola  indukcije za što  je poslužila neinducirani 
uzorak koji se uzeo nakon mjerenja koncentracije naraslih bakterija, a u sredini gela, u 8. 
jažici jasno se vidi marker. Sedma jažica predstavlja supernatant onkoproteina E6 koji je 
rastao u TB mediju. Kada bi  taj rezultat bio pozitivan vidjela bi se vrpca kao u donjem 
dijelu 13. uzorka. Taj uzorak je talog koji sadrži E6 onkoprotein i koristi se kao referenca 
za eventualni dokaz E6 proteina u supernatantu ali  i kao direktni dokaz prisutnosti E6 
proteina  u  talogu.  Jasno  se  vidi  u  10.  jažici  linija  u  donjem  dijelu  koja  predstavlja  E7 
protein  smješten  nešto  niže  nego  E6  protein.  Ta  je  linija  prikaz  taloga  iz  uzorka  E7 
proteina  pročišćenog  u  nativnim  uvjetima.  Sljedeća  jažica  na  desno  prikaz  je 
supernatanta istog uzorka. Jasno se vidi da u toj jažici 11. nema linije te veličine. 
Prilikom pročišćavanja u denaturirajućim uvjetima dobili smo slabo vizualiziran, 
pročišćen E6 protein dok se E7 protein nije vidio (Slika 7). 
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Pri  izolaciji  i  pročišćavanju  proteina  u  denaturirajućim  uvjetima  dobiveni  su 
nešto drugačiji rezultati. Prilikom izolacije proteina u strogo bazičnim, denaturirajućim 
uvjetima E6 se uspio eluirati sa kolonice dok se E7 nije eluirao istim uspjehom. (Slika 8). 
Ipak oba proteina su se eluirala u maloj količini. 
 
 
 
                         1      2      3    4      5      6      7      8      9  10  11  12  13  14  15  
 
Slika 7. Elektroforeza u SDS PAGE gelu proteina dobivenih iz prekonoćne kulture  
E. Coli koji su potom pročišćeni u nativnim uvjetima. Jažice 1, 2, 5, 6 i 12: uzorci 
taloga u kojima je odsutan E6; jažica 3, 4, 9 i 14: uzorci taloga u kojima je 
odsutan E7; jažica 7: negativni uzorak supernatanta; jažica 8: biljeg DNA 
veličine (Precision Plus Protein Dual Color standard, veličina od 10‐250 kDa, 
Bio Rad); jažica 10 i 15: pozitivan uzorak taloga sa E7 proteinom; jažica 11: 
supernatanta istog uzorka koji ne pokazuje prisutnost E7 proteina;  
jažica 13: pozitivan uzorak taloga sa E6 proteinom 
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A    B  
Slika 8. Elektroforeza u SDS PAGE gelu E6 (slika A) i E7 (slika B) proteina koji su 
izolirani i pročišćeni u denaturirajućim uvjetima. Jažice od 1 do 6 predstavljaju 
kontrole, čistog lizata, vezanja, ispiranja, prvog i drugog eluata, te biljeg veličine DNA 
(Precision Plus Protein Dual Color standard, veličina od 10‐250 kDa, Bio Rad). U 4.‐im 
jažicama (prvi eluat) naziru se linije veličine 25 i 20 kDa koje predstavljaju  
protein E6 (slika A) i protein E7 (slika B)   
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Prilikom induciranja ekspresije HPV 16 proteina E6 i E7 u različitim uvjetima nije 
došlo  do  nikakve  promjene  u  topivosti  tih  proteina  i  nijedan  se  protein  nije  mogao 
izolirati  u  topivoj  fazi.  Različiti  pokusi  pokazuju  kako  proteini  različito  reagiraju  na 
promjenu  uvjeta  u  kojima  se  događa  indukcija.  Relativno  najsnažniji  utjecaj  ima 
koncentracija  IPTG‐a  u  indukcijskoj  smjesi.  IPTG  uvijek  dovodi  do  stanja  stresa  u 
organizmu (Kosinski  i sur., 1992) i ovisno o proteinu te plazmidima koje E. coli sadrži, 
proteini  će  se  stvarati  u  različitim  količinama.  Pokazano  je  kako  je  najbolje  provoditi 
indukciju pri koncentraciji IPTG‐a od 0,001 mM do 1 mM (Laffend i Shuler, 1994) ovisno 
o dodatnim plazmidima koje  sadrži E. coli. Na  temelju  toga odlučeno  je da  se  testiraju 
upravo te koncentracije za indukciju. 
Osim same koncentracije IPTG‐a praćeno je i  još nekoliko parametara koji su se 
ukazali  važnima  za  količinu  dobivenog  proteina.  Različite  temperature  su  pokazale 
različiti  utjecaj  na  produkciju  stranog  proteina,  pa  smo  se  vodeći  računa  o  mogućoj 
metaboličkoj  inhibiciji  na  višim  temperaturama  (32˚C  naviše)  i  o  mogućoj  slaboj 
produkciji  proteina  na  nižim  temperaturama  (20‐ak  ˚C)  odlučili  isprobati  većinu 
temperatura između dvije krajnosti (Surek i sur., 1991).  
Nadalje se kao važan čimbenik pokazala i duljina provođenja indukcije. Tijekom 
prekonoćne  indukcije  dolazi  do  većeg  prinosa  stranog  proteina  no  to  može  imati 
negativan utjecaj na njegovo smatanje stoga se mora voditi računa o koncentraiji IPTG‐a. 
Posljednji  varijabilni  čimbenik  bio  je  medij  u  kojem  je  kultura  rasla.  Neki  mediji  su 
bogatiji  nego  drugi    te  stoga  pružaju  bolje  uvjete  za  rast  bakterijskih  stanica,  a  time  i 
kasniji nastanak proteina.  
Smatra  se  kako  pažljivom  izmjenom  parametara  i  praćenja  prinosa  proteina 
možemo  pronaći  optimalne  uvjete  za  ekspresiju  proteina  E6  i  E7  te  njihovu  pojavu  u 
topivoj  fazi. Naime, E6 i E7 stvaraju netopive agregate (Donovan i sur., 1996) što bi se 
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vjerojatno moglo  izbjeći  ukoliko  se  optimiziraju  uvjeti  za  njihovu  ekspresiju.  Da  bi  se 
pronašli optimalni uvjeti bitno  je  znati koji  su  razlozi  taloženja  tih proteina. Taloženje 
može biti posljedica dva uzroka (Nominé i sur., 2001): 
? krivo složenih proteina te 
? ispravno složenih proteina ali podložnih oksidacijiskim uvjetima. 
Prvi uzrok je često prisutan zbog prebrze produkcije proteina koji se zbog toga ne stignu 
pravilno složiti, pa stvaraju inkluzijska tijela. Drugi je uzrok prisutan zbog oksidacijskih 
uvjeta koji nastaju nakon lize bakterijskih stanica. Proteini E6 i E7  iznimno su osjetljivi 
na  redoks uvjete,  a proces  lize  stanica dovodi do promjene  tih  uvjeta. Rezultat  toga  je 
agregacija čak i pravilno složenih  proteina (Nominé i sur., 2001).  
Početkom  2000‐ih  predloženi  su  optimizirani  uvjeti  izolacije  E6  proteina 
(Nominé i sur., 2001). Za takvu izolaciju potrebno je fuzionirati ciljani protein sa nekim 
vrlo  topivim  proteinom,  npr.  MBP  (od  engl.  Maltose  Binding  Protein).  Na  taj  način 
dobiven  je  E6  kao  topivi  ali  fuzionirani  protein.  Da  bi  se  protein  dobio  samostalno 
potrebno  je  još  pročistiti  te  odvojiti  proteine.  Kako  bi  se  izbjegao  čitav  proces 
proizvodnje fuzijskog proteina i njegove obrade u ovom radu smo pokušali optimizirati 
uvjete za ekspresiju i izolaciju te proizvesti i eksperimentalno pronaći optimalne uvjete 
za produkciju samostalnih i topivih proteina E6 i E7. 
Prilikom mijenjanja uvjeta nije primijećen nikakav napredak. Iako se  znalo da ta 
dva  onkoproteina  često  formiraju  netopive  agregate  (Donovan  i  sur.,  1996)  zbog 
nepoznatih biokemijskih i strukturalnih svojstava nije se sa sigurnošću znalo da li  je to 
uslijed neoptimiziranih uvjeta ekspresije ili netopivosti proteina.  
Slijedeći  rezultate  ovog  istraživanja  smatramo  da  ovaj  ekspresijski  sistem  
isključivo producira E6 i E7 HPV 16 kao netopive proteine te ih se može izolirati samo u 
denaturirajućim uvjetima.  Taj zaključak nadalje komplicira situaciju pošto iz toga slijedi 
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da  sva  istraživanja  koja  se  budu  provodila  na  tim  proteinima  moraju  koristiti 
renaturirane  proteine.  Eksperimentalni  uvjeti  nisu  poznati  za  renaturaciju  ova  dva 
proteina  te  će  biti  potrebna  daljnja  istraživanja  za  optimizaciju  renaturacije  prije  bilo 
kakvih  istraživanja  funkcije  ovih  proteina.  Također  neizvjesna  je  i  uspješnost 
renaturacije.  Postoje  različite  metode  renaturacije  proteina  koje  se  također  moraju 
optimizirati  za  svaki  protein  pojedinačno  te  je  potrebno  paziti  na  uvjete  u  kojima  se 
renaturacija    odvija  kako bi  se povećala uspješnost postupka.    Koncentracija proteina, 
reagensi sa tiolom, način uklanjanja denaturirajućih tvari, pH, prisustvo soli te inhibitori 
proteaza bitne su za stvaranje  idealnih uvjeta za renaturaciju  proteina.  Isto  tako  treba 
dobro  upoznati  svojstva  proteina  te  prilagoditi  sastav  pufera  određenom  proteinu 
(Anonymous, 2003). 
Nadalje,  važno  je  spomenuti  kako  postoji  mogućnost  da  bi  ovaj  pokus  bio 
uspješniji  ako  se  kao  ekspresijski  vektor  koristi  neki  eukariotski  organizam  poput 
kvasca pošto je HPV virus koji napada eukariotske stanice. Tome bi se trebalo posvetiti 
ukoliko se nastavi istraživanje za optimiziranje uvjeta izolacije ovih proteina. 
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6   ZAKLJUČAK 
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Korištenjem  prokariotskog  ekspresijskog  sustava  i  mijenjanja  svih  pomičnih 
čimbenika  prilikom  indukcije  ekspresije  E6  i  E7  proteina  nismo  uspjeli  optimizirati 
uvjete  za  dobivanje  tih  proteina  u  topivoj  fazi.  Tijekom  mijenjanja  koncentracije 
inducensa, čitavog seta temperatura, medija te duljine  indukcije nije uočeno očekivano 
poboljšanje  u  topivosti  proteina.  Time  smo  dokazali  kako  su  ta  dva  proteina  i  inače 
netopivi  proteini  i  samo  kao  takvi mogu  biti  izolirani.  Nadalje,  to  je  razlog  što  ta  dva 
proteina  formiraju  agregate  odnosno  tzv.  inkluzijska  tijela  što  predstavlja  problem  u 
proučavanju  istih.  Osim  što  smo  pokazali  da  ekspresija  spomenutih  proteina  ide  bez 
problema  i  da  su  netopivi,  pokazali  smo  da  ih  je  moguće  pročistiti  i  izolirati  u 
denatirirajućim uvjetima sa ureom. Ipak i u tim uvjetima velike bazičnosti proteini se ne 
mogu u potpunosti uspješno  izolirati ni pročistiti. Samo dio proteina koje  izložimo tim 
uvjetima se uspješno izolira. 
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8.1   Kemikalije 
 
ZA INDUKCIJU BAKTERIJA  
IPTG: 1mM matična otopina koja je po potrebi razrijeđena na 0,01 i 0,05 mM 
LB prah (Luria­Bertani Broth; L3022, SIGMA): 10 g triptona (kazein razgrađen 
gušteračom), 5 g  ekstrakta kvasca,  5 g NaCl na 1 L distilirane vode;  autoklavirati 
15 minuta na 121°C 
TB prah (Terrific Broth, modified; T0918, SIGMA): 12 g triptona (kazein razgrađen 
gušteračom), 24 g ekstrakta kvasca, 9,4 g K2HPO4  i  2,2 g H2PO4; 47,6 g TB praha i 
8 mL glicerola otopiti u 1 L distilirane vode i autoklavirati 15 minuta na 121°C 
2X YT prah (2X YT Microbial Medium; Y2377, SIGMA): 16 g triptona (kazein 
razgrađen gušteračom), 10 g ekstrakta kvasca,  5 g NaCl na 1 L distilirane vode;  
autoklavirati 15 minuta na 121°C 
Ampicilin (Gibco): 100 mg/mL 
Kanamicin (Gibco): 25 mg/mL 
Agar (05040, Fluka) 
 
ZA PROČIŠĆAVANJE PROTEINA 
CelLyticTM B (SIGMA): 40mM Tris‐HCl, pH 8.0, „zwitter‐ionski“ nedenaturirajući 
deterdženti 
Pufer za lizu stanica u nativnim uvjetima: 50mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 10 mM 
imidazole; pH 8.0 
Pufer za lizu stanica u denaturirajućim uvjetima: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris‐
HCl, 7 M urea, pH 8.0 
Pufer za ispiranje kolone u denaturirajućim uvjetima: 100 mM NaH2PO4, 10 mM 
Tris‐HCl, 8 M urea, pH 6.3 
Pufer za eluiranje kolone u denaturirajućim uvjetima: 100 mM NaH2PO4, 10 mM 
Tris‐HCl, 8 M urea, pH 4.5 
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ZA ELEKTROFOREZU 
Akrilamid: 30%‐tna otopina N,N'‐metilenbisakrilamida u dH2O 
Agaroza (A‐3038, Sigma): 1%‐tna otopina u TAE pufer (Sigma; 0,8 mM Tris‐
acetat; 0,02 mM EDTA, pH 8) 
SDS (L‐4390, Sigma): 10%‐tna otopina u dH2O 
dH2O: filtrirana, destilirana i sterilizirana voda 
Tris‐HCl: 1 M pH 6,8 i 1,5 M pH 8,8 
APS: 10%‐tna otopina amonij persulfata u dH2O 
TEMED (T9281, Sigma): N, N, N', N'‐tetrametilenbiamin  
SDS running pufer: Tris‐HCl, glicin, SDS, dH2O 
SDS loading pufer: Tris‐HCl, glicin, bromfenolplavo, dH2O 
Comassie Brilliant Blue boja: 0,04% Comassie Blue; 25% izopropanol; 10% octena 
kiselina, dH2O 
Otopina za odbojavanje: 25% izopropanol; 10% octena kiselina, 40% metanol, 
dH2O 
 
8.2   Uređaji 
 
Autoklav (Bari, Velika Gorica, Hrvatska) 
Bakteriološka miješalica i inkubator (Sheldon Manufacturing, Cornelius, SAD) 
Bakteriološki inkubator i miješalica (Heidolph instruments Gmbh & Co KG, 
Schwabach, Njemačka) 
Centrifuga (Eppendorf 5415C, Hamburg, Njemačka) 
Centrifuga sa hlađenjem (Eppendorf 5415R, Hamburg, Njemačka) 
Kabinet za sterilni rad (Klima oprema, Samobor, Hrvatska) 
Miješalica (GFL, Burgwedel, Njemačka) 
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Mikrovalna (GFL 3016; Gorenje) 
Oprema za vertikalnu elektroforezu (Bio‐Rad, Hercules, SAD) 
pH metar (Mettler Toledo) 
Sonifikator (B. Braun Biotech International, Melsungen, Njemačka) 
Spektrofotometar (Cecil Instruments, Cambridge, UK) 
Termoblokovi (Thermomixer 5437 i Thermomixer Comfort; Eppendorf, 
Hamburg, Njemačka) 
Vaga (Mettler, München, Njemačka) 
Vorteks (Heidolph instruments Gmbh & Co KG, Schwabach, Njemačka) 
 
8.3    Popis kratica 
 
 
BPV            engl.  Bovine papillomavirus 
CD               konzervirana regija; engl. Conserved Domain 
CDK             ciklin ovisna kinaza; engl. Cyclin Dependant Kinase 
CDKI             inhibitor ciklin ovisne kinaze; engl. Cyclin Dependant Kinase 
Inhibitor 
CIN                engl. Cervical Intraepithelial Neoplasia 
DNA              deoksiribonukleinska kiselina, engl. Deoxyribonucleic acid 
E                   rani geni, engl. Early 
hMCM7        protein održavanja ljudskog minikromosoma; engl. human     
minichromosome maintenance 7 protein 
HPV             humani papiloma virus 
HR HPV     tip HPV virusa visokog rizika, engl. High Risk 
IPTG            izopropiltiogalaktozid 
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IRF               interferon regulatorni factor: engl. Interferon Regulatory Factor 
L                   kasni geni, engl. Late 
LB                 engl. Luria­Bertani 
LCR              kontrolna regija; engl. Long Control Region 
LR HPV         tip HPV virusa niskog rizika, engl. Low Risk 
NLS               jezgreni lokalizacijski signal, engl. Nuclear Localization Signal 
ORF              otvoreni okvir čitanja; engl. Open Reading Frame 
PAGE           elektroforeza u denaturirajućem gelu akrilamida; engl. SDS­     
Polyacrilamide Gel Elesctoforesis 
PCR             lančana reakcija polimerazom; engl. Polymerase Chain Reaction 
pRb              protein Retinoblastoma 
PV               Papillomavirus 
RNA             ribonukleinska kiselina, engl. Ribonucleic acid 
SDS              engl. Sodium Dodecyl Sulfat 
TB                engl. Terrific Broth 
TLR‐9           engl. Toll­Like Receptor 
TNFR           engl. Tumor Necrosis Factor Receptors 
TRAIL       engl. TNF‐Related Apoptosis Inducing Ligand 
MBP  engl. Maltose Binding Protein 
 
